

































1.4. OECD テストガイドラインに収載された in vitro 皮膚感作性試験法 
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痒感を伴うなど生活の質 (Quality of Life: QOL) が著しく損なわれ、罹患者の生
活に多大な影響を及ぼす。そうした中、平成 26 年に「アレルギー疾患対策基本
法」 (平成 26 年法律第 98 号) が公布され、この法に基づき、平成 29 年には「ア














































皮膚感作は、感作誘導段階と惹起段階の 2 つの段階で発症する (図 1-1)。感作誘
導段階では、1) まず化学物質が皮膚内への浸透し、皮膚中のタンパク質と結合























開発されてきた。古くはモルモットを用いた Buehler Test9 および Guinea Pig 











膚感作性試験法 (Local Lymph Node Assay: LLNA) が開発された 12。LLNA は
GPMT に比べて、試験期間が短い、試験結果の定量性が高い、アジュバントを
用いないことから動物に対する負担が少ないなどの利点があり、2002 年には経
済協力開発機構 (Organization for Economic Co-operation and Development: OECD) 
により国際的な試験法として採択され 13、広く用いられるようになった。LLNA
による感作性物質の評価結果と、ヒトにおける感作性物質のデータベースを比
較すると、感度 [真陽性物質数/ (真陽性物質数 + 偽陰性物質数) ] が 91%と非常
に高い検出力があることがわかっている。一方で LLNA では放射性物質の使用
が必要であるため、実施施設が限られるという欠点がある。そのため近年では、
























Replacement に重点を置いた in vitro 皮膚感作試験法の開発が世界的に進められ
ており、OECD によるテストガイドライン化が行われている。 
これまでに開発された in vitro 皮膚感作性試験法は全て、有害性発現経路 
(Adverse Outcome Pathway: AOP)として示された皮膚感作の生物学的プロセスの
鍵となる反応 (Key event: KE) に基づいて開発されている 20。1.2.で述べたよう
に皮膚感作誘導段階の KE には、KE1) 感作性物質と皮膚中タンパク質との共有
結合、KE2) 表皮角化細胞の活性化と炎症性メディエーターの産生、KE3) 樹状
細胞の活性化、KE4) 抗原特異的 T 細胞の活性化と増殖の 4 つのイベントが存在
する (図 1-2)。KE1 を模倣した試験法として Direct Peptide Reactivity Assay 
(DPRA) および Amino acid Derivative Reactivity Assay (ADRA) 、KE2 を模倣した
試験法として ARE-Nrf2 luciferase KeratinoSensTM test method (KeratinoSensTM) お
よび ARE-Nrf2 luciferase LuSens test method  (LuSens)、そして KE3 を模倣した試
験法として Human cell line activation test (h-CLAT)、U937 cell line activation test 
(U-SENS
TM
) および Interleukin-8 reporter gene assay (IL-8 Luc assay) が開発され、
各試験法は OECD テストガイドラインに収載されている 21-23。なお、KE4 を模
倣した試験法としては LLNA があるが、in vitro 皮膚感作試験法はまだ開発され
ていない。 









いる (図 1-3)。 
KE2 を模倣した KeratinoSensTMと LuSens は皮膚感作性物質により活性化され
る Nrf2-Keap1-ARE pathway を利用している。皮膚に浸透した感作性物質は表皮
角化細胞において、Antioxidant response element (ARE) を介した生体防御遺伝子
群の発現を活性化することが知られている。通常、転写因子として様々な生体
防御に関わる遺伝子群を活性化する Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 
(Nrf2) は二量体の Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) によって捕捉され、






31。KeratinoSensTMと LuSens は Nrf2-Keap1-ARE pathway を利用し、感作性物質
によって発現誘導される遺伝子の ARE制御下でルシフェラーゼ遺伝子が発現す
るベクターを導入した細胞を用いた試験法である (図 1-3)。 
KE3 を模倣した h-CLAT、U-SENSTMおよび IL-8 Luc assay は樹状細胞の活性化
によって発現するマーカーや炎症性サイトカインの産生を利用している。抗原
を樹状細胞が捕捉することで、樹状細胞の細胞表面上にある共刺激分子 (CD86、
CD54、CD40、CD83 など) の発現が亢進され、また炎症性サイトカイン (TNF-α、
IL-8、IL-1b、IL-6 など) の発現が誘導される 32-35。h-CLAT36と U-SENSTM37は樹
状細胞における共刺激分子 (CD86 および CD54) の発現量をフローサイトメト
リーで測定し、樹状細胞の活性化を評価することで感作性を予測する試験法で
ある。IL-8 Luc assay38は感作性物質によって発現される IL-8 を指標とし、IL-8
プロモーターにルシフェラーゼ遺伝子を導入した細胞を用いた試験法である 
(図 1-3)。 




















1.5. 動物を用いた皮膚感作性試験法と in vitro 皮膚感作性試験法の課題 
これまで述べたとおり、3R の原則を考慮した皮膚感作性試験の開発が進めら
れている。マウスを用いた皮膚感作性試験法  (LLNA 、 LLNA:DA、
LLNA-BrdU-ELISA) は、古くから皮膚感作性評価に使用されてきた GPMT に比








動物実験を置き換えた in vitro 試験法の開発 (Replacement) も望まれている。 
一般的な in vitro 試験法の利点としては、試験期間が短く簡便に試験可能であ
り、再現性が高いことから製品の研究開発を迅速に進める上では有用な知見が
得られるといった点がある。しかしながら、疎水性物質は適用できないなど試
験適用範囲が狭く、単一の in vitro 試験法だけでは動物を用いる試験法を完全に
代替することは困難である。現状において、in vitro 試験法でより高い予測性を
達成するには、各イベントに注目した複数の試験法を組み合わせて予測する手
法 (Integrated Approaches to Testing and Assessment: IATA) が必要ではあるが 39、
複数の試験法を実施するためには多大な時間、コスト、労力がかかってしまう。 
また、感作性の有無のみならず分子レベルでの詳細なメカニズム (結合様式や








































法規制の観点から、可能な限り in vitro 試験法への移行も期待されている。しか









た in vitro 試験法を活用したより精度の高い感作性評価を行うことを目指し、複






存の in vitro 試験法の課題点を克服し、より精度を上げつつ適用範囲の広い試験
法の開発を試みた。第三章では、コラーゲンビトリゲル膜を利用して in vitro 試
験法の大きな課題である難水溶性物質に対して試験可能な KE3 を模倣した in 








に、固相担持ペプチドと官能基指示薬を利用して、KE1 を模倣した in vitro 皮膚
感作性試験法 (Chromophore-Solid phase Peptide Reaction Assay: C-SPRA および
C-SPRA methods using magnetic microbeads: C-SPRA-MB) の開発を試みた。さら
に第六章では、感作性を分子レベルで簡便かつ詳細に測定するために、第五章




展望を述べている (図 1-4)。 
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る場合、適用限界が存在する in vitro 試験法ではなく動物を用いた試験法で評価
していく必要があると考えられる。 
動物を用いた皮膚感作性試験法をする場合、3R を考慮し、皮膚感作の有害性


















そこで第二章では、従来の動物を用いた試験法より 3R を考慮しつつ、KE4 と








Carminic acid、Esculetin および 4-Methylesculetin は東京化成工業株式会社から
購入した。Coumarin、Quercetin、Curcumin、Naringenin、Chlorogenic acid、Acetone 







た。なお、試験使用時の週齢は 9 週齢であった。動物の飼育環境は一定の温度 (23 
± 2
o
C) と湿度 (50 ± 15%) に維持され、換気回数は 12 回/時間に設定した。本実
験は、株式会社薬物安全性試験センターの動物実験倫理規定に従って実施した。 
 
2.2.3. LLNA:DAE の概要 
 LLNA:DAE の試験方法を図 2-1 に示す。試験物質投与群のマウス右耳に、1、
2 および 3 日目に試験物質を塗布し、10 日目に両耳に試験物質を塗布する。コ
ントロール群のマウスには 10 日目のみに左耳に試験物質を塗布する。いずれの
群も 12 日目に各耳のリンパ節を摘出し、リンパ節重量を秤量する。 












(1% increase value) を使用する。 
1% increase value 
=  













2.2.4. LLNA:DAE による天然化合物の皮膚感作性の評価 
濃度設定試験 
Curcumin、Naringenin および Chlorogenic acid は [axetone:olive oil (4:1, v/v) ] 
(AOO) で 25.0%、12.5%、6.25%および 3.13%になるように希釈した。Carminic acid
および Quercetin は DMSO で 25.0%、12.5%、6.25%および 3.13%になるように希
釈した。Shikonin は AOO で 5%、2.5%、1.3%および 0.63%になるように希釈し
た。Coumarin、Esculetin、4-Methylesculetin および Isoscopoletin は DMSO で 5%、
2.5%、1.3%および 0.63%になるように希釈した。最高濃度は、溶解度試験に基
づいて決定した 9。各試験物質は 2.2.1.に記載した方法で試験した。各試験物質




各試験物質は図 2-1 に記載した方法に従って試験した。各試験物質は 5 匹のマ





表 2-1 試験物質の構造、純度および試験溶媒 
Chemical name Structure Purity Test conc. vehicle 
Coumarin 
 
>98% 5% DMSO 
Esculetin 
 
>95% 5% DMSO 
4-Methylesculetin 
 
>98% 5% DMSO 
Isoscopoletin 
 
98% 10% DMSO 
Carminic acid 
 
>85% 25% DMSO 
Shikonin* 
 
>98% 0.05% DMSO 
Quercetin 
 
≧95% 25% DMSO 
Naringenin 
 
≧98% 25% AOO 
Chlorogenic acid 
 






略語; DMSO: Dimethylsulfoxide, AOO:axetone: olive oil (4:1, v/v), Shikonin*: 







Shikonin を除く全ての試験条件において、4 mg を超える左耳リンパ節重量の
増加は見られなかった。Coumarin、Esculetin、4-Methylesculetin、Carminic acid、








LLNA:DAE で試験した 10 種類の天然化合物の結果を図 2-2 に示す。4 物質 
(Esculetin、4-Methylesculetin、Isoscopoletin および Shikonin) で陽性判定が得られ
た。既知の感作性物質の 1% increase value との比較により、感作性強度を調べた
結果、Shikonin は極度感作性物質、Esculetin と 4-Methylesculetin は強度感作性物







他の 6 つの試験物質  (Coumarin、Carminic acid、Quercetin、Naringenin、
Chlorogenic acid および Curcumin) は陰性判定であった。Carminic acid は右耳リ
ンパ節重量の増加が観察されたが、左耳のリンパ節重量の増加は見られなかっ
た。このことより、リンパ節の重量増加は皮膚刺激による非特異的増殖である








を LLNA で試験した結果も陰性であると報告されている 18, 19。さらに、
Chlorogenic acid も PLNA で陰性を示しており 20、皮膚感作はないと考えられて
いる。LLNA:DAE と他試験との結果を表 2-3 にまとめた。これまで調査されて
いなかった 7 種類の天然化合物 (Esculetin、4-Methylesculetin、Isoscopoletin、
Shikonin、Quercetin、Naringenin および Curcumin) の内、4 種類の天然化合物に
感作性があることが明らかとなった。 
 
図 2-2  10 種類の天然化合物に対する LLNA:DAE の結果。各棒グラフの黒色は
右耳、白色が左耳のリンパ節重量 (Lymph Node Weight : LNW) を示す。各数値




表 2-2 40 種類の化学物質の感作性強度 
Chemical 
a 
1% increase value 
b 
Potency Category 
Shikonin 31.60  
2,4-Dinitrofluorobenzene 12.56 Extreme 
2,4-Dinitrochlorobenzene 9.44 Extreme 
p-Benzoquinone 2.00 Extreme 
Glutaraldehyde 1.09 Strong 
Hydroquinone 1.04 Strong 
Cobalt chloride 0.49 Strong 
p-Phenylenediamine 0.37 Strong 
4-Methylesculetin 0.30  
Propyl gallate 0.27 Strong 
Esculetin 0.24  
Cinnamic aldehyde 0.19 Moderate 
Isoeugenol 0.12 Modelate 
Citral 0.10 Weak 
Abietic acid 0.08 Weak 
2-Mercaptobenzothiazole 0.07 Modelate 
Isospopoletin 0.07  
Cinnamic alcohol 0.06 Weak 
Nickel sulphate 0.05 Moderate 
Resorcinol 0.04 Moderate 
Hexylcinnamic aldehyde 0.04 Weak 
Eugenol 0.04 Weak 
Phenyl benzoate 0.08 Weak 
Hydroxycitronellal 0.03 Weak 
Imidazolidinyl urea 0.03 Weak 
Methyl methacrylate 0.02 Weak 
Ethylene glycol dimethacrylate 0.02 Weak 
Curcumin 0.00  
Coumarin -0.04  
Carminic acid 0.00  
Quercetin 0.00  
Naringenin -0.01  
Chlorogenic acid 0.00  
Sulfanilamide 0.00 N.C. 
Glycerol 0.00 N.C. 
Isopropanol 0.00 N.C. 
Lactic acid -0.01 N.C. 
Methyl salicylate 0.00 N.C. 
Salicylic acid 0.00 N.C. 
n-Hexane 0.00 N.C. 
略語；N.C.：未分類。本研究で試験した化合物は太字で表記した。 
a






表 2-3 天然化合物の結果まとめ 
Name LLNA:DAE LLNAs/PLNA 
P or N Potency P or N 
Coumarin N Non N (L)
a
 
Esculetin P Strong n.d. 
4-Methylesculetin P Strong n.d. 
Isoscopoletin P Weak/Moderate n.d. 
Carminic acid N Non N (L,P)
b,c
 
Shikonin* P Extreme n.d. 
Quercetin N Non n.d. 
Naringenin N Non n.d. 
Chlorogenic acid N Non N (P)
d
 
Curcumin N Non n.d. 
略語; P:陽性, N: 陰性, Extreme: 極度感作性物質, Strong: 強度感作性物質, 
Moderate: 中程度感作性物質, Weak: 弱感作性物質, Non: 非感作性物質, GPT: 
guinea pig test , n.d.: データなし。 
a
 データは Vocanson et al., (2016)17から引用。b データは Ikarashi et al., (2014)16







 10 種類の天然化合物の感作性について、3R の原則に則りつつ、KE4 と生体
反応に着目した LLNA:DAEを用いて評価した結果、Esculetin、4-Methylesculetin、










を推し進めるための通知が厚生労働省から出されており 21、今後は in vitro 試験
法の活用も望まれている。しかし、現状では単独の in vitro 試験法だけでは不十
分とされており、有害性発現経路に基づいた複数の試験法の組み合わせによっ
て感作性を予測する手法が推奨されている。以上のことから、有害性発現経路
の各イベントに対応する従来の in vitro 試験法より精度を上げつつ適用範囲の広
い試験法の開発が必要になってくると考えられる。そこで、第三章以降では KE1
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動物を用いた皮膚感作性試験法 (Local Lymph Node Assay: LLNA1など) は正
確性が高く、天然化合物など安全性の情報が少ない物質を評価する上で非常に
重要なツールであるが、動物福祉や法規制の観点から in vitro 試験法および in 
silico モデルの開発も望まれている 2。in vitro 皮膚感作試験法の指標として、感





いる 3-11。これにより、3 種類の皮膚感作性試験 (Human cell line activation test: 
h-CLAT、U937 cell line activation test: U-SENSTM、Interleukin-8 reporter gene assay: 
IL-8 Luc assay) が OECD テストガイドラインに収載された 12。これらの試験法
は KE3 を模倣して開発されており、感作性物質の暴露によって発現する CD54、






ノール/水分配比率 (log Kow) が 3.5 以上の試験物質に対しては予測性が落ちる
ことが明らかとなっている 13。欠点 2) 試験物質を溶解させるために使用する
Dimethyl sulfoxide (DMSO) は細胞毒性を有するため 1%未満しか使用できない。













カーボネート (PC) 膜、ポリエステル (PE) 膜、ポリエチレンテレフタレート 
(PET) 膜やポリテトラフルオトエチレン (PTFE) 膜など、様々な種類のものが
存在するが、近年では生体内の結合組織に似た高密度のコラーゲン線維で形成





て in vitro 皮膚感作性試験法の精度を上げることを目的とした。CVM を用いた細
胞培養用インサートを使用することで感作性物質を間接的に暴露する in vitro 皮





への DMSO の毒性が低減し、より高濃度の DMSO の使用が可能となる (欠点 1
と 2 への対処)。さらに膜を透過して緩やかに試験物質を暴露させることにより、
1 濃度で幅広い濃度の暴露が可能となる (欠点 3 への対処)。THP-1 細胞は感作性





を必要とすることなく感作性の判定が可能となる (欠点 4 への対処)。 
 







THP-1 細胞、胎児ウシ血清および RPMI1640 培地は ATCC 社 (American Type 
Culture Collection) から購入し、2-mercaptoethanol と Antibiotic-Antimycotic は
Gibco 社から購入したものを使用した。THP-1 細胞は 10%胎児ウシ血清、0.05 mM
の 2-mercaptoethanol および 1%Antibiotic-Antimycotic を含む RPMI1640 培地を培
養液として、37oC、5%CO2条件下で培養した。細胞密度が 1-5 × 10
5
 cells/mLに
なるように、新鮮な培養液を週に 2 回添加して細胞を継代した。 
 
3.2.2. 試験物質と試験材料 
1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (DNCB) 、 Cobalt chloride (CoCl2) 、
2-Mercaptobenzothiazole (2-MBT) 、 Cinnamaldehyde (CA) 、 Resorcinol (RC) 、
10-Undecenal (10-UD)、1-Bromohexane (BH)、Citral (CT)、Benzyl benzoate (BB)、
Hydroxycitronellal (HCTN)、Aniline (AN)、Methyl salicylate (MS)、Isopropanol (IPA) 
および DMSO は富士フイルム和光純薬株式会社から購入した。
1,4-Phenylenediamine (PPD) 、Hexyl salicylate (HS) 、Bisphenol A-diglycidyl ether 
(BADGE) 、Nickel sulfate (NiSO4) および Lactic acid (LA) はシグマアルドリッチ
社から購入した。5-Methyl-2-phenyl-2-hexanal (MPH)、DL-α-Tocopherol (TP)、
2-Ethylhexyl acylate (EHA) および Cyclamen aldehyde (CyA) は東京化成工業株式
会社から購入した。Benzalkonium chloride (BKC) は ICN Biomedicals 社から購入
した。Sodium dodecyl sulfate (SDS) はナカライテスク株式会社から購入した。各
物質は購入したものをそのまま使用した。各試験物質の情報を表 3-1 に示す。 
CVM チャンバーは関東化学株式会社から購入したものを使用した。ミリセル















2,4-Dinitrochlorobenzene (DNCB) 2.27 Extreme 0.05 
1,4-Phenylendiamine (PPD) -0.39 Strong 0.16 
Hexyl salicylate (HS) 5.06 Strong 0.18 
Cobalt chloride (CoCl2) 0.85 Strong 0.6 
Bisphenol A-diglycidyl ether (BADGE) 3.84 Moderate 1.5 
2-Mercaptobenzothiazole (2-MBT) 2.86 Moderate 1.7 
Cinnamic aldehyde (CA) 1.82 Moderate 3.0 
5-Methyl-2-phenyl-2-hexanal (MPH) 3.77 Moderate 4.4 
Nickel sulfate (NiSO4) NC Moderate 4.8 
Resorcinol (RC) 1.03 Moderate 5.5 
10-Undecenal (10-UD) 4.12 Moderate 6.8 
DL--Tocopherol (TP) 12.18 Moderate 7.4 
2-Ethylhexyl acrylate (EHA) 4.09 Weak 10 
1-Bromohexane (BH) 3.63 Weak 10 
Citral (CT) 3.45 Weak 13 
Benzyl benzoate (BB) 3.54 Weak 17 
Cyclamen aldehyde (CyA) 3.91 Weak 22 
Hydroxycitronellal (TCTN) 2.11 Weak 33 
Aniline (AN) 1.08 Weak 89 
Benzalkonium chloride (BKC) 2.93 NS NC 
Isopropanol (IPA) 0.28 NS NC 
Lactic acid (LA) -0.65 NS NC 
Methyl salicylate (MS) 2.6 NS NC 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 1.69 NS NC 
略語; Extreme: 極度感作性物質、Strong: 強度感作性物質, Moderate: 中程度感
作性物質, Weak: 弱感作性物質, NS: 非感作性物質, NC: not calculated。 






3.2.3. 細胞生存率と ELISA 測定 
細胞生存率は同仁化学研究所から購入した Cell Counting Kit-8 (WST-8)を用い
て測定した。WST-8 溶液 (10 mL) を 100 mL の細胞懸濁液を含む 96 ウェルマイ
クロプレートの各ウェルに添加し、プレートを 37oC で 3 時間インキュベートし
た。マイクロプレートリーダーを使用して 450 nm で吸光度を測定することで細
胞生存率を測定した 22。THP-1 細胞での IL-8 産生量は R&D Systems 社から購入
した IL-8 ELISA kit を用いて測定した。IL-8 ELISA kit は製造元のマニュアルに
従って使用した。 
 
3.2.4. CVM およびミリセルチャンバー内の培溶液の透過性 
CVM とミリセルチャンバーを 12 ウェルプレートにセットし、各チャンバー
の内側と外側に培溶液 (1 mL) を加えた後、各チャンバーを CO2 インキュベー
ター内で 2 週間、静置した。 
 
3.2.5. CVM を用いた下面暴露法による試験条件の検討 
Vitrigel-SST の試験手順  
Vitrigel-SST の試験方法を図 3-2 に示す。1) CVM チャンバーを空の 12 ウェル
プレートにセットし、試験物質を溶解または分散させた DMSO 含有培養液を 12
ウェルプレートに 1 mL添加し、CO2インキュベーター内で 10分以上静置した。
2) THP-1細胞を各 CVMチャンバー当たり 5 × 105 cellsになるように 100 μLの細
胞懸濁液を播種した。THP-1 細胞は、CVM 膜を介して試験物質に暴露した。3) 
THP-1 細胞を試験物質に暴露した後、CVM チャンバーを新鮮な培養液が入った
12 ウェルプレートで洗浄した。4) 洗浄後、CVM チャンバーを 1 mLの新鮮な培
養液が入った 12 ウェルプレートに移した後、各 CVM チャンバー内の細胞懸濁
液を 900 μL の新鮮な培溶液で希釈し、CVM チャンバーを CO2インキュベータ







図 3-2 Vitrigel-SST による感作性物質の評価方法。Vitrigel-SST は、1) テストプレ
ートの準備、2) 化学物質への暴露、3) 化学物質の洗浄、4) インキュベーショ
ン、5) 測定の 5 つの主要なステップで構成されている。 
 
DMSO 含有培養液の細胞毒性  
 DMSO 含有培養液の細胞毒性を調査した。THP-1 細胞を 10%、25%、50%DMSO
含有培養液に 10、30 および 60 分間暴露した。次に、THP-1 細胞を 10%DMSO








は DNCB、CA および MS を使用した。各試験物質を 10%DMSO 含有培養液に溶
解し、CVM チャンバーの外側に 1 mL 添加した後、100 μLの水を各 CVM チャ
ンバー内に加え、10、30、60 および 120 分間暴露した。各サンプルは、CVM チ
ャンバーの内部と外部から採取し、HPLC を用いて濃度を定量した。HPLC は
Waters 社製の Waters Alliance 2487 system を使用した。カラムは逆相クロマトグ
ラフィー用であるアジレントテクノロジー株式会社の Zorbax SB-C18 カラム
(φ3.5 × 2.1 mm) を用いた。 
 
暴露時間と化学線量範囲の決定 
代表的な感作性物質である DNCB と NiSO4を用いて濃度範囲と暴露時間を決
定した。THP-1 細胞中の DNCB と NiSO4の 75%細胞生存率 (CV75) が報告され
ており 23、CV75 に基づいて 20 – 10000 μg/mL の濃度範囲で、DNCB と NiSO4を
THP-1 細胞に 30 分および 120 分間暴露した。次に、DNCB のみ 2.3 – 84 μg/mL






3.3.1. CVM およびミリセルチャンバーの培養液量の保持 
ミリセルチャンバーはチャンバー内の培養液は 30 分で全て 12 ウェルプレー
ト側に移動した (図 3-3)。 一方、CVM チャンバーはチャンバー内の培養液量は
ほとんど変化なく、2 週間後でもチャンバー内の培養液は 12 ウェルプレート側
に完全に移動していなかった。CVM は高密度のコラーゲン線維で構成されてお
り、優れた透明性、高強度性および優れた高分子タンパク質の透過性を有して
いる 24。このことから CVM はチャンバー内の培養液の量を維持しながら、溶質





図 3-3 細胞培養用インサートにおける培養液の保持性。左：CVM チャンバー、
右：ミリセルチャンバー。培養液をチャンバーの内側と外側に 1 mL 加え、CO2
インキュベーターで 2 週間インキュベート静置した。 
 
3.3.2. DMSO 含有培養液が細胞生存率に及ぼす影響 
CVM を介して THP-1 細胞に DMSO 含有量培養液が暴露された時の DMSO 含
有量に対する細胞毒性を調査した。50%DMSO 含有培養液では 10 分以内に細胞
生存率が 20%以下になり、25%DMSO 含有培養液では経時的に細胞生存率を低
下させた (図 3-4a)。一方で、10%DMSO 含有培養液では、3 時間まで細胞生存率
が低下しなかった (図 3-4b)。0.5%DMSO 含有培養液では THP-1 細胞に対して細
胞毒性がないことが報告されている 25。 培養液中の DMSO の許容濃度は、実験






図 3-4 (a) 細胞生存率に対する DMSO の影響。THP-1 細胞を DMSO (10%、25%
および 50%) 含有培養液 10、30 および 60 分間暴露した。 (b) THP-1 細胞に
対する 10%DMSO 含有培養液の経時的な細胞毒性。THP-1 細胞を 10%DMSO 含





3.3.3. CVM を介した試験物質の透過性 
3 種類の化学物質 (DNCB、CA および MS) を用いて、CVM の透過性を評価





図 3-5 DNCB、CA、および MS の CVM 透過性。各化学物質の濃度は、10、30、




NiSO4は、20 – 10000 μg/mL の濃度範囲で 30 分と 120 分で試験した。NiSO4は、
30 分と 120 分で幅広い濃度範囲で IL-8 産生量を増加させた (図 3-6a)。一方、
DNCB は毒性が非常に強いため、20 μg/mL でも THP-1 細胞が死滅し、IL-8 産生
が誘導されなかった(図 3-6b)。CVM を介した試験物質の透過性を評価した結果
から、60 分でチャンバー内部とチャンバー外部で化学物質濃度が平衡化されて
おり、DNCB と同程度の細胞毒性を有する化学物質では 60 分以上暴露すると、
THP-1細胞が死滅し、IL-8産生が観察されない可能性があることを示している。
そこで、DNCB のみ濃度範囲を 2.3 – 84 μg/mL に下げて再試験した結果、暴露量




結果は、30 分の短時間暴露が Vitrigel-SST に適していることを示唆している。 
 
図 3-6 (a) NiSO4および DNCB によって誘導される THP-1 細胞における IL-8 産






図 3-7 DNCBによって誘導される THP-1細胞における IL-8産生量と細胞生存率。
棒グラフは IL-8 産生量、ドットグラフは細胞生存率を表している。 
 
3.3.5. Vitrigel-SST の再現性 
 Vitrigel-SST の再現性を検討するために、4 種類の化学物質 (DNCB、NiSO4、
CT および MS) を用いて、3 回繰り返し実験を実施した。各試験物質で暴露した
後の IL-8 産生量と細胞生存率は、各濃度での 3 つのチャンバーの平均値とした 








図 3-8 Vitrigel-SST の測定誤差の確認。4 種類の化学物質 (3 種類の感作性物質:  
DNCB、NiSO4 および CT と 1 種類の非感作性物質: MS) によって誘導される
THP-1 細胞における IL-8 産生量。THP-1 細胞を各化学物質で 30 分間暴露した。
棒グラフは IL-8 産生量を示し、ドットグラフは細胞生存率を表している。 
 
3.3.6. Vitrigel-SST を使用した感作性物質のスクリーニング 
Vitrigel-SSTを用いて log Kow値が 3.5 以上の難水溶性物質を含む 24 種類の化
学物質 (19 種類の感作性物質と 5 種類の非感作性物質) を試験した結果、14 種
類の感作性物質が最大 IL-8 産生量 (IL-8MAX) を 2 倍以上増加させた (図 3-9)。
特に水溶性化学物質 (DNCB、PPD、2-MBT、CA、NiSO4、RC および HCTN) は、
IL-8 産生量を 5 倍以上増加させ、用量依存的に IL-8 産生を誘導した。難水溶性
物質 (BADGE、MPH、10-UD、TP および CyA) では IL-8 産生量を 2 倍以上増加
させた。h-CLAT では 10-UD、TP、BB、BH および CyA は陰性と判定されてい
るが、Vitrigel-SST では 10-UD、TP、および CyA で IL-8 産生が誘導された。こ
のことから Vitrigel-SST は、従来の細胞ベースの試験法で適用困難だった難水溶
性物質も正確に予測できると考えられる。一方で 4 種類の感作性物質 (EHA、







のみ IL-8 産生量を 1.9 倍増加させた。KE3 を模倣し、同じ IL-8 産生を指標とし
ている IL-8 Luc assayとVitrigel-SSTの結果を比較した結果、DNCB、PPD、2-MBT、
NiSO4および CT の結果は一致していた
11。対照的に BKC は IL-8 Luc assay では
非感作性物質と判定されているが、Vitrigel-SSTでは IL-8産生を著しく誘導した。
BKC は、多くの皮膚感作試験で非感作物質として報告されているが 27、再構築
ヒト表皮モデルでは IL-8 産生を増加させている 28, 29。また、BKC がヒトに対し
て非常に弱い皮膚感作を有すると報告されていることから 26、BKC は LLNA に
より非感作性物質に分類されているが、実際は感作性物質であると考えられる。
以上のことから、Vitrigel-SST において BKC が IL-8 産生を誘導したことは、本
試験法が BKC の感作性を正確に評価できていると示唆している。 
 
図 3-9 (a) 水溶性の感作性物質、(b) 難水溶性の感作性物質および (c) 非感作








あった難水溶性物質を評価するために、CVM を使用した in vitro 皮膚感作性試験
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－KE2 を模倣した皮膚感作性試験法の構築に向けて－  
4.1. 緒言 
感作の有害性発現経路の 2 段階目の Key Event (KE2) に関与している
Kelch-like ECH-associated protein (Keap1) は感作性物質のような親電子分子をセ
ンシングするタンパク質として知られている。Keap1 中のシステイン残基に親電
子分子が結合すると、Keap1 に構造変化が生じ、転写活性因子の Nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) の捕捉を解除することで、Antiodant response 
element (ARE) を介した生体防御遺伝子を発現させる 1-3。KE2 を模倣した試験法
としては、ARE-Nrf2 luciferase KeratinoSensTM test method (KeratinoSensTM) と


























用されている。また、DTC 鉄錯体は一酸化窒素 (NO) と反応して八面体である
鉄 3 価錯体から正方錐型である鉄 2 価錯体へ大きく構造を変化させることが知
られている。これらの背景を踏まえて 1) から 3) を満たす満たすキレート化合
物として DTC を選択した。 
第四章では、Keap1 のような特定の外的因子に応答して、自身の構造変化を誘
起するスイッチ機能を有した人工金属タンパク質モデルの構築を目的に、ペプ
チド-DTC 鉄錯体 [Fe-peptide(DTC)3] の構築を試みた。Fe-peptide(DTC)3 の構造
としては、多くの天然タンパク質に見られる helix bundle 構造をモチーフとし、
錯形成とともに構造内部に疎水性空間が生じる three helix bundle 構造を形成す
る構造体の設計を行った。 
 
図 4-1 ペプチド-DTC 鉄錯体を用いた人工金属タンパク質モデル  
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固定化樹脂は渡辺化学工業株式会社から購入した Fmoc-NH-SAL-PEG resin を
使用した。ペプチド合成には渡辺化学工業株式会社から購入した
N-α-Fmoc-alanine  (Fmoc-Ala-OH) 、 N-α-Fmoc-leucine (Fmoc-Leu-OH) 、
N-α-Fmoc-sarcosine (Fomc-Sar-OH) 、 N-α-Fmoc-glutamic acid γ-t.-butyl ester 
(Fmoc-Glu(OtBu)-OH)、N-α-Fmoc-N-ω-trityl-glutamine (Fmoc-Gln(Trt)-OH) および
N-α-Fmoc-β-(1-pyrenyl)-alanine (Fmoc-Ala(1-Pyn)-OH) を使用した。縮合剤には渡
辺 化 学 工 業 株 式 会 社 か ら 購 入 し た
1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxide 
hexafluorophosphate (HATU)、[2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 
hexafluorophosphate] (HBTU) と 1-hydroxy benzotriazole monohydrate (HOBt) を使
用した。Cytochrome c、Aprotinin、Insulin chain A、 Oxidized、Insulin chain B、 
Oxidized および Vitamin B12 は sigma 社から購入したものを使用した。Iron (III) 
chloride、 6-hydrate (FeCl3･6H2O) と Guanidine hydrochloride はキシダ化学株式会





HPLC は Waters 社製の Alliance HPLC Waters600 と 2487 紫外可視光 (UV/Vis)
検出器を使用した。MALDI-TOF MS はブルカー社製の Autoflex III を使用した。
紫外可視分光光度計は JASCO 社製の V-670 を使用した。円二色性 (CD) 分散計
は JASCO 社製の J-820 とペルチェ式温度制御装置 PTC-423 を使用した。蛍光光
度計は JASCO 社製の FP-6500 spectrofluorometer とペルチェ式温度制御装置








Sar-peptide の合成 (H-Sar-AEQLLQEAEQLLQEA-NH2) 
サルコシン含有ペプチド (Sar-peptide) は、Fmoc-NH-SAL-PEG resin に Fmoc
法を用いて固相合成を行った(図 4-3)8。resin に導入可能なペプチドの量に対して




られた粗ペプチドは、Sephadex G-25 を用い、0.05%NH4OH を移動相としてオー
プンカラムにより粗精製した。粗精製したペプチドを HPLC により精製した。
カラムは逆相クロマトグラフィー用カラムである X-bridge Shield RP18 (φ4.6 × 
150 mm) を用いた。移動相には 0.03%NH4H 含有 Acetonitrile  (ACN) と
0.03%NH4H 含有 H2O を用いた。グラジェント条件は 0.03%NH4H 含有 ACN；0% 
(0 min) → 60% (5 min) → 100% (30 min) で行った。流速は 1.0 mL/min で送液し、
220 nm に設定した検出器でモニターした。精製したペプチドの同定は
MALDI-TOF MS により行った。 
 








Pyn 修飾 peptide の合成 (H-Sar-AEQLLQEAEQLLQEA(pyn)-NH2) 
サルコシン含有 Pyn 修飾ペプチド [Sar-peptide(Pyn)] は Fmoc 法を用いて固相
合成を行い、Sar-peptide と同様の合成法、精製法を行った。精製したペプチドの
同定は MALDI-TOF MS により行った。 
 
4. 2. 4. ペプチド-DTC およびペプチド-DTC 鉄錯体の合成 
 合成した各ペプチドに 25%NH4OHを加えて pHを 9-11に調整した後、0～10 
o
C
で反応溶液 [Carbon disulfide (CS2) /Ethanol (EtOH) (20:80, v/v) ]を加え 3 時間反応
させることでペプチドの N 末端を DTC 化した  (peptide-DTC)。その後、
Diethylether を加えて撹拌した後、水相のみを取り出し、凍結乾燥することで
peptide-DTC を得た。peptide-DTC を 20 mM の 30%EtOH 含有 Tris-HCl buffer (pH 
7.6) に溶解し、1 mM の FeCl3･6H2O (EtOH 溶媒)を peptide-DTC:Fe = 3:1 のモル
比の割合で加え、ペプチド-DTC 鉄錯体 [Fe(peptide-DTC)3] を形成させた。錯形
成及び構造は UV-Vis 測定、CD 測定、ゲル濾過クロマトグラフィーにより確認
した。 
 
4. 2. 5. ペプチド-DTC 鉄錯体と NO の反応 
 Fe(peptide-DTC)3 を20 mMの60%EtOH含有Tris-HCl buffer (pH 7.6) に溶解し、
1 mM に調製した。調製した Fe(peptide-DTC)3 に 1 mM の NOC5 (0.1 mM NaOH
溶媒 )を加え、室温で反応させることで NO-Fe(peptide-DTC)2 を得た。









ペプチド配列は α-helix 性の高い配列を参考に設計した 9。この配列は α-helix
構造を形成しやすく、アミノ基が N 末端にしか存在しないため、二級アミンと
CS2から合成する DTC が選択的に N 末端に形成される。ペプチド配位子の合成
および錯形成確認は UV-Vis により行った。peptide-DTC のスペクトルでは 250
と 280 nm付近にかけてペプチドには見られない特徴的なダブルマキシマムが観
測された (図 4-4a)。これは C-S 結合由来の吸収であり、ペプチドの N 末端にあ
る二級アミンに CS2 が反応することで、DTC 化したためと考えられる。また
Fe(peptide-DTC)3では 500と 600 nmに Sar-peptideおよび peptide-DTCのスペクト




図 4-4 (a) Sar-peptide、peptide-DTC および Fe(peptide-DTC)3の UV スペクトル。(b) 






peptide-DTC および Fe(peptide-DTC)3の二次構造の確認 
peptide-DTCと Fe(peptid-DTC)3錯体の二次構造を CD測定により確認した結果、
peptide-DTCと Fe(peptide-DTC)3の両方とも α-helix構造に特有のスペクトルが観
測された (図 4-5a) 。測定した CD スペクトルを元に、ヘリックス含有率を算出








    (2) 
ここで、θ はモル楕円率 (mdeg)、C はモル濃度 (mol/l)、Lはセルの光路長 (cm)、
[θ]は分子楕円率 (deg cm2 dmol-1)、fαはヘリックス含有率 (%) である。 
 













   (3) 
(3) 式より p-DTC と Fe(p-DTC)3の ΔG (H2O) を算出したところ、peptide-DTC は
ΔG (H2O) = 7.65 kcal・mol
-1、Fe(p-DTC)3は ΔG (H2O) = 9.25 kcal・mol
-1となった。
錯形成による ΔG (H2O) 値の増大は、錯形成によってペプチド鎖が集合し、ペプ
チド鎖の疎水性残基が溶媒を排除して内側に折りたたまれることで、より安定





図 4-5 (a) 30%EtOH 含有 20 mM Tris-HCl buffer 溶媒中の peptide-DTC および
Fe(peptide-DTC)3の CD スペクトル。(b) 30%EtOH 含有 20 mM Tris-HCl buffer 溶
媒中の peptide-DTC および Fe(peptide-DTC)3の塩酸グアニジン変性曲線。 
 
peptide-DTC および Fe(peptide-DTC)3の分子量の確認 
peptide-DTC および Fe(peptide-DTC)3はゲル濾過クロマトフィーにより得られ
た。SuperdexTM Peptide 10/300 GLカラムを用い、移動相には 20 mM Tris-HCl buffer
を用いた。検出波長は 220 nm と 280 nm、流速は 0.4 mL/min で測定を行った。
peptide-DTC は 29 分、Fe(peptide-DTC)3は 25 分に溶出された。標準タンパク質
を用いた検量線から分子量を推定した結果  (図 4-6)、 peptide-DTC と
Fe(peptide-DTC)3 は理論値との差は peptide-DTC は 81Da、Fe(peptide-DTC)3 は
235Da と大きな差はなかった。このことから、peptide-DTC に鉄を加えることで





図 4-6 peptide-DTC および Fe(peptide-DTC)3 の検量線。全てサンプルは
SuperdexTM Peptide 10/300 GL カラムを用い、移動相の 20 mM Tris-HCl buffer を
流速 0.4 mL/min で注入し、220 nm および 280 nm で検出した。 
 
Fe(peptide-DTC)3による NO センシング 
Fe(peptide-DTC)3と NO を反応させた後、EPR 測定を行った結果、EPR スペク
トルに特徴的な 3 本線のシグナルが得られた (図 4-7)。これは、NO 中の窒素の
核スピン I = 1 による超微細構造であり、Fe(peptide-DTC)3に NO が結合したこと
が示された。NO-Fe(peptide-DTCS)2の EPR パラメーターは既知の NO-Fe(DTCS)2







図 4-7 NO と Fe(peptide-DTC)3を反応させた後の EPR スペクトル。 
 
表 4-1 NO-Fe(peptide-DTC)2と NO-Fe(DTCS)2 の EPR パラメーター 
 
g value AN value  
 g1 g2 g3 A1 A2 
NO-Fe(peptide-DTC)2 2.05 2.04 2.03 1.28 1.23 
NO-Fe(DTCS)2 2.05 2.04 2.03 1.27 1.24 
 
4.3.2. Fe(peptide-DTC)3を用いた NO による構造変化の確認 
 Fe(peptide-DTC)3が NO と反応することで、構造変化が生じるかを蛍光測定に
より確認した。ピレン修飾ペプチドを用いて、Fe(peptide(Pyn)-DTC)3を形成させ、
そ の 後 、 NO と 反 応 さ せ NO-Fe(peptide(Pyn)-DTC)2 の 形 成 さ せ た 。
NO-Fe(peptide(Pyn)-DTC)2では 470 nm 付近に pyrene 分子同士が近接に存在する
ことで生じるエキシマー発光が観測された  (図 4-8)。このことから、
Fe(peptide(Pyn)-DTC)3に NO が反応することで、ペプチド鎖に何らかの構造変化







素を peptide(Pyn)-DTC に添加した。peptide(Pyn)-DTC を酸化させることでエキシ
マ ー 発光 が観 測さ れ た  ( 図 4-9b) 。 以 上の 結果 をま と める と、










図 4-8 30%EtOH含有 20 mM Tris-HCl buffer溶媒中の Fe(peptide(Pyn)-DTC)3およ





図 4-9 (a) GHS 添加前後の NO-Fe(peptide(Pyn)-DTC)2 の蛍光スペクトル。(b) 
iodine 添加前後の peptide(Pyn)-DTC の蛍光スペクトル。 
 





 第四章では KE2 を模倣しつつ、より分子レベルでの感作性を評価する測定系
を構築するために、DTC 鉄錯体を利用した NO センサーを有する人工金属タン




本研究で使用した Fe-peptide(DTC)3は、多くの天然タンパク質に見られる helix 
bundle 構造をモチーフとしており、錯形成とともに構造内部に疎水性空間が生
じる three helix bundle 構造を形成するように設計している。three helix bundle 構
造は一酸化窒素の結合により、鉄錯体部の構造変化で崩壊させることが可能で
ある。この構造変化を利用すれば、three helix bundle 構造の際に生じる疎水性空
間に蛍光分子を捕捉させ、一酸化窒素の結合による疎水性空間の崩壊に伴い、
蛍光分子を放出させることが可能になると期待される。これは Keap1 のように







で、さらに分子レベルでの評価を行うために KE1 を模倣した既存 in vitro 皮膚感
作性試験法の課題を克服した試験法の開発が必要であると考える。そこで第五
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Local Lymph Node Assay (LLNA)
1の代替法 (Replacement) として Direct Peptide 
Reactivity Assay (DPRA)
2,3と Amino acid Derivative Reactivity Assay (ADRA)4が開
発され、経済協力開発機構  (Organization for Economic Co-operation and 
Development: OECD) のテストガイドラインに採択された 5。DPRA と ADRA は
皮膚感作の有害性発現経路 (Adverse Outcome Pathway: AOP)6の最初の鍵となる
反応 (Key Event 1: KE1) を模倣して開発され、分子レベルの反応を観測した試
験法である。感作性物質は一般的に親電子性を有しており、タンパク質の求核
性残基と結合することが知られており、この感作性物質とタンパク質との共有
結合が KE1 とされている。DPRA は HPLC を使用して、システイン (Cys) また
はリシン (Lys) のいずれかを含む 2 つのペプチドと化学物質の反応性を評価す
る。DPRA の試験方法を図 5-1 に示す。DPRA は、OECD テストガイドラインに
採択された、国際的に認められた in vitro 皮膚感作性試験であるが、次のような
欠点がある。欠点 1) 水溶性の低い化学物質は試験溶媒で溶解させることができ
ない、欠点 2) 未反応のペプチド量を HPLC で測定し、反応率を算出するが、試
験化学物質とペプチドの保持時間が重なる可能性がある、欠点 3) 試験に用いる
Cys 含有ペプチドは、容易に酸化反応を生じ、二量体化するため、見かけ上ペプ
チドが反応したかのように観測される(偽陽性)、欠点 4) HPLC は取り扱いが複雑
で、測定に時間がかかる、欠点 5) DPRA は過度に単純化されているため、感作
性物質の反応メカニズムや反応速度など詳細な情報が得られない。このように、
















欠点を克服するために、in vitro 皮膚感作性試験である Chromophore-Solid phase 
Peptide Reaction Assay (C-SPRA) の開発を試みた (図 5-2)。 
具体的には、固相担体に両親媒性樹脂を利用することで、親水性溶媒と疎水
性溶媒の両方を反応溶媒に使用することができ、難水溶性物質も疎水性溶媒を
用いて反応させることが可能となる (欠点 1 への対処)。さらに、樹脂固定化ペ
プチドは単純なフィルターを用いた樹脂洗浄により、未反応の化学物質を容易
に除去することが可能となる (欠点 2 への対処)。試験に用いる Cys 含有ペプチ
ドの二量体化は、固定化によるペプチド分子の物理的分離によって防止するこ
とが可能となる (欠点 3 への対処)。簡便、かつ迅速に試験するために、HPLC
の代わりにチオール基またはアミノ基の発色指示薬を利用した吸光度測定によ
って反応性を観測する (欠点 4 への対処)。これらの改良により、Cys および Lys
含有する様々なペプチド配列を合成することが可能になり、様々な反応条件で
反応性を観測することで、反応メカニズムや反応速度などの詳細な反応性の分




そこで、固相担体を磁性ビーズにした C-SPRA の改良法である C-SPRA-MB 










感作性を評価していくために、従来の in vitro 試験法より適用範囲や応用用途が
広い試験法の開発が必要になると考えられる。そこで第五章では、従来の KE1
を模倣した試験法 (DPRA と ADRA) の問題点を解決しつつ、さらなる応用展開







図 5-1 DPRA の概要。(a) Cys および Lys 含有ペプチドに対する化学物質の反応
性は、HPLC を用いてペプチドの減少率から測定される。試験物質を適切な溶媒
に 100 mMに溶解させて調製する。Cysおよび Lys含有ペプチドは、それぞれ 1:10
および 1:50 の比率で試験化学物質と 24 時間反応させ、未反応ペプチド量を 220 




















p-Benzoquinone (BQ)、Fluorescein-5-isothiocyanate (FITC)、2-Mecarptobenzotiazole 
(MBT)、  Benzylidene acetone (BA) 、  5-Methyl-2-phenyl-2-hexanal (MPH) 、 
Undec-10-enal (UE)、α-Hexyl cinnamic aldehyde (HCA)、 α-Amyl cinnamic aldehyde 
(ACA)、  Benzyl benzoate (BB)、  Benzyl cinnamate (BC)、  R(+)-Limonene、 
Benzylbutylphthalate (BBP)、 Dibutyl phthalate (DP)  および Isopropanol (IPA)  は
富士フイルム和光純薬株式会社から購入し、特級試薬を使用した。試験物質は
HPLC グレードの N,N-Dimethyl formamide (DMF) に溶解したものを精製するこ
となく使用した。 
固定化樹脂は株式会社ハイペップ研究所から購入した TentaGel S NH2 resin と
TentaGel SRAM resin を使用した。磁性ビーズは micromod 社から購入した
micromer-M PEG-NH2を使用した。チューブホルダーは Thermo Fisher 社から購入
した DynaMag-2 を使用した。ペプチド合成には株式会社ハイペップ研究所から
購入した N-α-Fmoc-alanine (Fmoc-Ala-OH)、 N-β-Fmoc-alanine (Fmoc-βAla-OH)、
N-α-Fmoc-N-ε-Boc-lysine (Fmoc-Lys(Boc)-OH) 、 N-α-Fmoc-S-trityl-cysteine 
(Fmoc-Cys(Trt)-OH) 、 N-α-Fmoc-phenylalanine (Fmoc-Phe-OH) 、
N-α-Fmoc-NG-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-arginine 
(Fmoc-Arg(Pbf)-OH)、N-α-Fmoc-N-ε-4-methyltrityl-lysine (Fmoc-Lys(Mtt)-OH) 、
Fmoc-4-methltrityl-cysteine (Fmoc-Cys(Mtt)-OH) お よ び
Fmoc-3-amino-3-(2’-nitrophenyl) propionic acid (Fmoc-npp-OH) を使用した。縮合剤
に は 渡 辺 化 学 工 業 株 式 会 社 か ら 購 入 し た 
[2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU) 
と 1-hydroxy benzotriazole monohydrate (HOBt) を使用した。Trifluoroacetic acid 
(TFA) は渡辺化学工業株式会社から購入したものを使用した。Triisopropylsilane 
(TIPS) は富士フイルム和光純薬株式会社から購入したものを使用した。
Dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) と同仁化学研究所から購入したものを使用








HPLC はジーエルサイエンス株式会社製の GL-7400 を使用した。MALDI-TOF 
MS はブルカー社製の Autoflex III を使用した。紫外可視分光光度計は株式会社
島津製作所株式会社製の UV-1800 を使用した。 
 
5.2.3. 樹脂固定化ペプチドの合成 
Cys および Lys 含有ペプチド固定化樹脂は、TentaGel S NH2 resin に Fmoc 法を
用いて固相合成を行った (図 5-3) 11。TentaGel S NH2 resin を合成カラムに充填し、
膨潤させた後、resin に導入可能なペプチドの量に対して 20 当量の Fmoc-amino 
acid (AA)-OH、HBTU および HOBt を加え、カップリングを行った。まず初めに、
Fmoc-βAla-OH を resin に結合させた後、DPRA に使用されているペプチド配列
に従って、アミノ酸を順番にカップリングさせ、2 種類の樹脂固定化ペプチドを
合成した (Ac-RFAAKAA-βA-PEG resin と Ac-RFAAKAA-βA-PEG)。樹脂固定化
ペプチドの側鎖保護基は、ペプチド樹脂を脱保護溶液 [TFA/H2O/TIPS (20:1:1, 
v/v) ] 中で 2 時間インキュベートすることによって除去した。ペプチド樹脂は脱
保護溶液と chloroform で 5 回洗浄した後、デシケーターで完全に乾燥させた。
ペプチド樹脂中のペプチド純度およびアミノ酸含有量はアミノ酸分析によって
評価した。アミノ酸分析は、サンプルを密閉チューブ内で 6M の HCl で 110°C、
96 時間で加水分解した後、phenyl isothiocyanate で標識し、ジーエルサイエンス
株式会社製の Inertsil ODS-2 カラム (φ4.6 × 200 mm) を用いて行った。並行して、
切断可能な resin (TentaGel SRAM resin) 上で同じ条件で、同じペプチド配列を合
成した。 
次に、ペプチド樹脂を脱保護溶液中で 2 時間インキュベートした後、HPLC を
用いてそれぞれのペプチド純度を確認した。カラムは逆相クロマトグラフィー




150 mm) を用いた。移動相は 0.08%TFA 含有 acetonitrile (ACN)と 0.1%TFA 含有
H2O を用い、30 分間で 0.08%TFA 含有 ACN を 5%から ACN95%へと組成を直線
的に変化させ、流速は 1.0 mL/min で送液した。ペプチドは MALDI-TOF MS を使
用し、マトリックスに 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid を用いて質量分析を
行った。 
 
5.2.4. Fmoc-Lys(Mtt)-npp Beads と Ac-Lys(Flu)-npp Beads の合成 
Fmoc-Lys(Mtt)-npp BeadsおよびAc-Lys(Flu)-npp Beads はmicromer-M PEG-NH2
に Fmoc 法を用いて固相合成を行った 11。合成スキームを図 5-4 に示す。磁性ビ
ーズに導入可能なペプチドの量に対して 20 当量の Fmoc-amino acid (AA)-OH、
HBTU および HOBt を加え、カップリングを行った。まず初めに、Fmoc-npp-OH
を磁性ビーズに結合させ、その後、Fmoc-Lys(Mtt)-OH をカップリングさせ、
Fmoc-Lys(Mtt)-npp Beads を合成した。合成純度を確認するために、
Fmoc-Lys(Mtt)-npp Beads に UV ライトで (365 nm, 25W) で 10 分間照射した後、
ジーエルサイエンス株式会社製の Inertsil ODS-3 カラム (φ4.5 × 150 mm) を用い
て、Fmoc 基の吸収波長の 301 nm を HPLC でモニターした。 
次に Fmoc-Lys(Mtt)-npp Beads の Fmoc 基を除去した後、無水酢酸で N 末端の
遊離アミンをアセチル化して Ac-Lys(Mtt)-npp Beads を得た。Ac-Lys(Mtt)-npp 
Beads を Mtt 脱保護溶液 [DMSO/dichloromethane (DCM) /TFA/TIPS (47:47:1:5, 
v/v) ] 中で 2時間インキュベートしてMtt基を脱保護し、Mtt脱保護溶液とDMSO
で 10 回洗浄することで Ac-Lys-npp Beads を得た。さらに Ac-Lys-npp Beads に
5(6)-carboxyfluorescein をカップリングさせることで、Ac-Lys(Flu)-npp Beads を得
た。Mtt 脱保護を確認するために、Ac-Lys(Flu)-npp Beads に UV ライトで 10 分
間照射した後、fluorescein の吸収波長の 490 nm を HPLC でモニターした。カラ
ムは逆相クロマトグラフィー用カラムであるジーエルサイエンス株式会社製の
Inertsil ODS-3 カラム  (φ4.5 × 150 mm) を用いた。移動相には良溶媒 
[ACN/H2O/TFA (90/10/0.08, v/v) ] を用い、良溶媒を 0%から 30 分間で 100%へと





図 5-4  Fmoc-Lys(Mtt)-npp-beads と Ac-Lys(Flu)-npp-beads の合成スキーム。 
 
5.2.5. Ac-Lys Beads と Ac-Cys Beads の合成 
 Fmoc-Lys(Mtt)-OHおよびFmoc-Cys(Mtt)-OHは、磁性ビーズに直接結合された。
Fmoc-Lys(Mtt) Beads および Fmoc-Cys(Mtt)Beads から Fmoc を除去した後、無水
酢酸で N 末端の遊離アミンをアセチル化し、Ac-Lys(Mtt) Beads および
Ac-Cys(Mtt) Beads を得た。Lys および Cys の側鎖保護基の Mtt 基は、Mtt 脱保護
溶液中で 2 時間インキュベートした後、Mtt 脱保護溶液と DMSO で 10 回洗浄す










5.2.6. C-SPRA の試験手順 
Cys 含有ペプチド樹脂 
 Cys含有ペプチド樹脂をチューブに 0.5 mg秤量し、DMFで 6回洗浄した。1) 膨
潤したペプチド樹脂に 10 mM の DTNB 溶液 [20 mM phosphate buffer (pH 7.5) 
/DMF (2:1, v/v) ] を 1 mL 加え、30 分間室温でインキュベートし、その後 DMF
で 6 回洗浄することで、5-mercapto-2-nitrobenzoic acid (TNB) と未反応の DTNB
を除去した。2) ペプチド樹脂に 10 mM の DTT 溶液 [20 mM phosphate buffer (pH 
7.5) /DMF (2:1, v/v) ] を 1 mL 加え、室温で 5 分間インキュベートした。その後、
紫外可視分光光度計を用いて 412 nm の O.D.値(ODcontrol) を測定した。3) ペプチ
ド樹脂を DMF で 6 回洗浄した後、ペプチド樹脂に DMF で 100 mM に溶解した
試験物質溶液を加え、室温で 24 時間インキュベートした。4) ペプチド樹脂を
DMF で 6 回洗浄した後、ペプチド樹脂に 10 mM の DTNB 溶液を 1 mL 加え、30
分間室温でインキュベートし、その後 DMF で 6 回洗浄することで、TNBs と未
反応の DTNB を除去した。5) ペプチド樹脂を 10 mM の DTT 溶液を 1 mL 加え
室温で 5 分間インキュベートした。その後、紫外可視分光光度計を用いて 412 nm


















 Lys含有ペプチド樹脂をチューブに 0.5 mg秤量し、DMFで 6回洗浄した。1) 膨
潤したペプチド樹脂に 10 mM の PA 溶液 [H2O/DMF (1:1, v/v) ] を 1 mL 加え、30
分間室温でインキュベートし、その後 DMF で 6 回洗浄することで、未反応の PA
を除去した。2) ペプチド樹脂に 2%NaOH 溶液を 1 mL 加え、室温で 5 分間イン
キュベートした。その後、紫外可視分光光度計を用いて 380 nm の O.D.値 
(ODcontrol) を測定した。3) ペプチド樹脂を DMF で 6 回洗浄した後、ペプチド樹
脂に DMF で 100 mM に溶解した試験物質溶液を加え、室温で 24 時間インキュ
ベートした。4) ペプチド樹脂を DMF で 6 回洗浄した後、10 mM の PA 溶液を 1 
mL加え、30 分間室温でインキュベートし、その後 DMFで 6 回洗浄することで、
未反応の PA を除去した。5)ペプチド樹脂に 2%NaOH を 1 mL 加え室温で 5 分間
インキュベートした。その後、紫外可視分光光度計を用いて 380 nm の O.D.値 





図 5-5 C-SPRA による皮膚感作性物質の評価方法。1) チオール基およびアミノ
基定量試薬 (Cys 含有ペプチド樹脂では DTNB、Lys 含有ペプチド樹脂では PA) 
をペプチド樹脂に添加し、未反応の定量試薬を洗浄することで除去した。2) 放
出溶液 (Cys 含有ペプチド樹脂では DTT、Lys 含有ペプチド樹脂では 2%NaOH
溶液) を添加し、ペプチド樹脂に反応した定量試薬を除去および収集し、UV 測
定により ODcontrolを得た。3) 試験物質と 24 時間反応後、樹脂を洗浄した。4) 定
量試薬をペプチド樹脂に添加し、次に洗浄により未反応の定量試薬を除去した。
5) ペプチド樹脂に反応した定量試薬の除去および収集するため、放出溶液を添





5.2.7. C-SPRA-MB の試験手順 
C-SPRA-MB の試験方法を図 5-6 に示す。Ac-Lys Beads を 2 本のテストチュー
ブ に そ れ ぞ れ 5 mg 秤 量 し 、 1 本 の チ ュ ー ブ に 試 験 物 質 溶 液 
(0.1%N-methylmorpholine 含有 DMSO 溶媒) を加え、室温で 24 時間インキュベー
トした(test チューブ)。もう一方のチューブには 0.1%N-methylmorpholine 含有
DMSO を加え、室温で 24 時間インキュベートした (control チューブ)。インキュ
ベート後、各 Beads を DMSO で 5 回、次に Methanol (MeOH) で 5 回洗浄した。
その後、2 本のチューブに 1 mM の bromophenol blue (BB) 溶液 (MeOH 溶媒) を
1 mL 加え、室温で 30 分間インキュベートした後、各 Beads を MeOH で 10 回洗
浄し、未反応の BB を除去した。各 Beads に飽和 Lys 溶液を 200 μL 加え、室温
で 5 分間反応させ、Lys に結合した BB を放出させた。2 本のチューブから溶液






図 5-6 (a) C-SPRA-MB における BB を用いた UV 検出法。(b) C-SPRA-MB によ
る皮膚感作性物質の評価方法。手順は次のとおり。(T-1) 試験物質と Ac-Lys Beads
を 24 時間反応させた。(T-2) 反応後、Ac-Lys Beads を洗浄した。(C-1 および T-3) 
BB と Ac-Lys Beads を反応させた。(C-2 および T-4) 未反応の BB を洗浄するこ
とで除去した。(C-3 および T-5) Ac-Lys Beads に反応した BB の除去および収集
のため、放出溶液 (飽和 Lys溶液) を添加し、UV測定によりODcontrolおよびODtest











ペプチド反応率 (%) = [1 − (
ODtest
ODcontrol











プチド配列 (RFAACAA と RFAAKAA) は β-Ala リンカーを介して、ペプチドの










図 5-7 (a) Cys 含有ペプチドおよび (b)Lys 含有ペプチドのクロマトグラム。Cys
含有ペプチドで m/z = 821.6 (理論値: [M + H] + = 822.0)、Lys 含有ペプチドで m/z = 








5.3.2. C-SPRA の定量試薬の選択 




るために広く使用されている 12。遊離チオール基は DTNB と反応し、DTNB の
ジスルフィド結合を切断して TNB を生成する。この反応は迅速で化学量論的で
あり、1 mol のチオールを添加すると 2 mol の TNB が生成される。一方の TNB
は溶液中に放出され、もう一方の TNB は樹脂上のペプチドのチオールに結合す
る 13, 14。通常、DTNB を用いた遊離チオール基の定量は溶液中に放出された TNB
の吸収波長である 412 nm の吸光度を測定することにより定量化する。本研究で
は、DTNB と反応後、溶液中に放出された TNB と未反応 DTNB を洗浄により除
去した。次に、ペプチド樹脂上に結合した TNB を DTT により還元し、ペプチ




上のアミンの量は、ペプチドから放出された PA の吸収波長である 380 nm の吸
光度を測定することにより定量化できる。本研究では、PA と反応後、未反応の
PA を除去した後、ペプチド樹脂上に結合した PA を 2%NaOH により解離させ、
ペプチドから放出された PA を定量した。 
 




5.3.3. C-SPRA の反応条件の最適化 
Cys含有および Lys 含有ペプチド樹脂の反応性は図 5-5に示した方法に従って
測定した。まず、C-SPRA の実験条件を最適化するために、反応時間と試験物質
濃度を評価した。BQ、BA、および DP を用いて、用量反応曲線を測定し、最適
な化学物質濃度を決定した。 BQ と BA は、ペプチド反応率を用量依存的に増
加させ、100 mM でペプチド反応率は最大となった (図 5-9a) 。1 mM の BQ は、
Cys 含有および Lys 含有ペプチド樹脂で、それぞれ 18.8 ± 3.1%、59.4 ± 15.7%の
ペプチド反応率を示した。一方、DP は BQ よりもはるかに低い反応率 (Cys 含
有および Lys 含有ペプチド樹脂でそれぞれ 5.5 ± 5.0%、4.0 ± 0.8%) を示した。こ
の結果は、C-SPRA が 1 mM でも感作性物質を評価できること、また低濃度で反
応性を評価した場合に非常に高い反応性を有する化合物でも反応性を区別でき
る可能性が示唆される。従来の DPRA のプロトコルでは、100 mM の試験物質と
反応させることが定められている。そのため、本研究では比較のために標準条
件として試験物質濃度は 100 mM を選択した。 
次に、100 mM の BQ、BA、および DP を使用して反応速度を評価した。3、6、
16 および 24 時間での各ペプチド樹脂のペプチド反応率は、全ての試験物質で類
似していた (図 5-9b)。BQ は 24 時間で最大ペプチド反応率を示した。感作性物
質 (BQ および BA) と非感作性物質 (DP) のペプチド反応率は 24 時間で大きく
差があった。したがって、操作性を容易にするために、従来の DPRA プロトコ











図 5-9 (a) 化学物質とぺプチド樹脂の反応濃度検討。各化学物質は 1 mM、10 
mM および 100 mM でペプチド樹脂と 24 時間反応させた。 (b) 化学物質とペプ
チド樹脂との経時的な反応性の確認。各化学物質は 100 mM で 3、6、16 および
24 時間反応させた。結果は平均 ± 標準偏差として表した。 
 
5.3.4. C-SPRA を用いた感作性物質の評価 
C-SPRA の有用性と有効性を評価するために、代表的な 14 種類の感作および
非感作物質 (極度感作性物質の BQ、強度感作性物質の FITC、中程度感作性物質
のMBT、BA、MPHおよびUE、弱感作性物質のHCA、ACA、BB、BC、R(+)-Limonene、
非感作性物質の BBP、DP および IPA) を用いて Cys 含有および Lys 含有ペプチ
ド樹脂と反応性を評価した。これらの試験物質のうち 10 種類は log Kow 値が 3.5
以上であり、難水溶性と定義されている 17。その中で、UA、HCA、ACA、BB
および BC は、従来の DPRA では偽陰性とされていた代表的な感作性物質であ
る。全ての試験物質は、図 5-5 に示した方法に従って測定した。 
14 種類の試験物質の LLNA、log Kow 値、C-SPRA 結果、および DPRA 結果を
まとめたものを表 5-1 に示す 18, 19。試験した 11 種類の全ての感作性物質 (BQ、
FITC、MBT、BA、MPH、UE、ACA、HCA) で、平均ペプチド反応率 (Cys 含有
ペプチド樹脂での反応率と Lys含有ペプチド樹脂での反応率の平均) が 8.61%を





ACA、BB および BC などの難水溶性物質は偽陰性と判定されている。純粋な
R(+)-Limonene は理論的にはペプチドと反応しないが、自動酸化に由来する不純
物が含まれていることが HPLC 分析により明らかになった  (図 5-10)。
R(+)-Limonene は DPRA と C-SPRA の両方でペプチドと反応性を示したが 20, 21、
この反応性は両試験法の過度な単純化に起因している。 
試験した 3 種類の非感作性物質 (BBP、DP および IPA) は、6%未満の平均ペ
プチド反応率を示し、DPRA は同様の結果を示した。全ての非感作性物質は、
Cys 含有ペプチド樹脂と Lys 含有ペプチド樹脂のいずれかで 7.1%未満の平均ペ
プチド反応率を示した。PA はペプチド配列中の Arg と相互作用する可能性があ
るが、FITC で 80%を超える反応率を示したことから、C-SPRA の試験条件では、
Arg への PA の副反応は無視できると考えられる。 
以上の結果より、C-SPRA は、8%の平均ペプチド反応率を閾値とすることで
感作性物質と非感作性物質を判別できることが示された。表 5-1 には平均ペプチ
ド反応率が 8%を超える化学物質を P、平均ペプチド反応率が 8%未満の化学物





ACA および BC は反応性官能基を有するため、メカニズム的には UE、ACA お
よび BC は DPRA でも陽性を示すはずである 22,23。特に、ACA と HCA には求核
攻撃を受けやすい二重結合があり、マイケル受容体と見なされている 21,24。
C-SPRA においては、HCA は 10%以上の平均ペプチド反応率が観察されなかっ
たが、Lys 含有ペプチド樹脂のペプチド反応率は 14%以上増加した。以前の報告
では HCA とペプチドの反応を LC-MS を用いて観察した際に、Lys 含有ペプチド
でのみシッフ塩基形成とマイケル付加体が観測されており 25、これは C-SPRA の




















表 5-1 Cys 含有ペプチド樹脂および Lys 含有ペプチド樹脂に対する化学物質の反応性。 


















p-Benzoquinone (BQ) 0.25 Extreme Michael acceptor P
a
 94.2 ± 0.6 92.9 ± 1.1 93.6 P 
Fluorescein-5-isothiocyanate (FITC) 4.69 Strong Acyl-transfer P
a
 74.6 ± 10.1 98.4 ± 0.3 86.5 P 
2-Mercaptobenzothiazole (MBT) 2.86 Moderate Acyl-transfer P
a
 24.8 ± 1.0 7.3 ± 3.8 16.1 P 
Benzylidene acetone (BA) 2.04 Moderate Michael acceptor P
a
 28.1 ± 1.6 22.1 ± 4.2 25.1 P 
5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal (MPH) 3.77 Moderate Michael acceptor / Schiff base - 57.3 ± 12.1 42.0 ± 9.9 49.6 P 
Undec-10-enal (UE) 4.12 Moderate Schiff base N
b
 18.3 ± 3.8 19.1 ± 1.7 18.7 P 
α-Hexyl cinnamic aldehyde (HCA) 4.82 Weak Michael acceptor / Schiff base Na 2.3 ± 1.6 14.9 ± 0.3 8.61 P 
α-Amyl cinnamic aldehyde (ACA) 4.33 Weak Michael acceptor / Schiff base Na 4.8 ± 1.1 17.3 ± 2.7 11.1 P 
Benzyl benzoate (BB) 3.54 Weak SN2 N
a
 4.2 ± 3.6 14.1 ± 2.5 9.15 P 
Benzyl cinnamate (BC) 4.06 Weak Michael acceptor / SN2 N
b
 3.4 ± 1.2 17.3 ± 3.9 10.4 P 




 14.7 ± 3.5 8.3 ± 1.5 11.5 P 
Butylbenzylphthalate (BBP) 4.84 Non-sensitizer Non-binding N
b
 4.6 ± 1.6 7.1 ± 1.9 5.83 N 
Dibutyl phthalate (DP) 4.61 Non-sensitizer Non-binding N
b
 3.0 ± 1.3 2.8 ± 0.7 2.89 N 
Isopropanol (IPA) 0.28 Non-sensitizer Non-binding N
a
 6.5 ± 5.3 3.4 ± 1.4 4.94 N 
None - - - - 0.0 ± 0.0 0.9 ± 0.6 0.45 - 
a







図 5-10 R(+)-Limonene のクロマトグラム。カラムは逆相クロマトグラフィー用
の Inertsil ODS-3 カラム (φ4.6 × 150 mm)を用いた。移動相は 0.08%含有 ACN と
0.1%TFA 含有 H2O を用い、H2O5%から 30 分間で 95%ACN へと組成を直線的に
変化させた後、95%ACN で 5 分間送液した。流速は 1.0 mL/min で送液した。 
 
5.3.5. 磁性ビーズ担持 Lys と Cys の設計および合成 





め、Fmoc 合成に一般的に使用される溶媒である DMF や N-methlpyrrolidone 
(NMP) の代わりに合成溶媒には DMSO を使用した。合成プロトコルを最適化し
た後、合成純度を評価した。 
まず初めに Fmoc-Lys(Mtt)-npp を磁性マイクロビーズ上に合成した。光切断リ
ンカーである npp10, 27を Beads と Fmoc-Lys(Mtt) の間に結合させることで、UV
照射時に Beads から Fmoc-Lys(Mtt) を放出させることが可能になる (図 5-11a)。 
UV 照射による Fmoc-Lys(Mtt) の放出後、Fmoc 基の吸収波長である 301 nm の吸
光度を HPLC でモニターすることにより、ペプチド純度を評価した。HPLC クロ
マトグラムは、生成物 Fmoc-Lys(Mtt)-NH2 に対応する 15.5 分にピークを示した 
(図 5-11b)。同様に、DMSO 溶媒中での Mtt 脱保護条件も確認した。
Fmoc-Lys(Mtt)-npp Beads の Fmoc 基の脱保護とアセチル化に続いて、側鎖の Mtt
基を除去し、5(6)-carboxylfluorescein を Lys 側鎖の遊離アミンに結合させて
Ac-Lys(Flu)-npp Beads を得た。UV 照射による Ac-Lys(Flu)の放出後、fluorescein





Mtt 脱保護が成功したことを示している (図 5-11c)。上記のアプローチを使用し
て、Ac-Lys Beads と Ac-Cys Beads を合成した。しかし、Ac-Cys Beads は、SH 酸
化 (磁性ビーズの還元) により、磁性ビーズの段階的な分解が生じた。したがっ
て、以下の実験では Ac-Lys Beads のみを使用することとした。 
 
図 5-11 (a) 磁気ビーズからのFmoc-Lys(Mtt)-NH2およびAc-Lys(Flu)-NH2の放出。 
(b) Fmoc-Lys(Mtt)-NH2および (c) Ac-Lys(Flu)-NH2の HPLC クロマトグラム。 
 
5.3.6. C-SPRA-MB での色素の選定および反応条件の最適化 
Ac-Lys Beads の遊離アミノ基は BB を用いて定量し、Ac-Lys Beads と試験物質
の反応性を評価した。BB は固相上の一級アミンとの検出方法として広く用いら
れている 28, 29。BB を Ac-Lys Beads と反応させることで、Lys 側鎖の一級アミン
と塩を形成し、その後アルカリ性溶液で処理することでイオン結合が解離して






ビーズ上のアミン量も定量化が可能になる。Ac-Lys Beads の反応性は図 5-6 に示
した方法に従って測定した。本研究で使用する反応溶媒は溶解性が高く、磁性





および 10 mM では、それぞれ 44%および 46%の反応率を示した (図 5-12a)。こ
れらの結果は、C-SPRA-MB が 100 mM の濃度で感作性を十分に判断でき、1 mM
および 10 mM でも極度および強度感作性を評価できる可能性があることを示唆
する。従来の DPRA のプロトコルでは、100 mM の試験物質と反応させることが
定められているため、本研究では比較のために標準条件として試験物質濃度は
100 mM を選択した。 
さらに、100 mM の FITC を使用して反応速度を評価した。C-SPRA-MB は経
時的に反応率を示し、C-SPRA-MB は 1 時間または 3 時間よりもはるかに短い反
応で速度論的実験を行うことができる可能性が示唆される (図 5-12b)。最大反応
率は 24 時間であり、これは、従来の DPRA プロトコルと同じであった。したが
って、C-SPRA-MB の最終プロトコルは、Ac-Lys Beads を 100 mM の試験物質と
反応させ、室温で 24 時間インキュベートすることとした。 
 
図 5-12 (a) FITC と Ac-Lys Beads の反応濃度検討。FITC は 1 mM、10 mM およ
び 100 mM で Ac-Lys Beads と 24 時間反応させた。(b) FITC と Ac-Lys Beads と






5.3.7. C-SPRA-MB を用いた感作性物質の評価 
C-SPRA-MB の有効性と有用性を評価するために、Ac-Lys ビーズと代表的な 8
種類の感作および非感作性物質 (極度感作性物質の BQ、強度感作性物質の FITC、
中程度感作性物質の BA、UE および MPH、弱感作性物質の ACA、非感作性物
質の DP) との反応性を評価した。これらの試験物質のうち 5 種類は、log Kow
値が 3.5 以上であった
17
。中でも、ACA は従来の DPRA および ADRA で偽陰性
として検出された代表的な感作性物質である (表 5-2)5,19,20。全ての試験物質は、
図 5-6 に示した方法で測定した。試験した 6 種類の感作性物質 (BQ、FITC、BA、
UE、MPH および ACA) で 30%以上の反応率が見られた。従来の DPRA および
ADRA では、ACA などの難水溶性化合物は陰性として判断されているが、ACA
は反応性官能基を有するため 22, 25、本来は反応するはずである。DPRA では弱～
中程度の感作性で水溶性が低い物質は偽陰性になりやすいとされており、ACA
は弱感作性かつ難水溶性物質である 26。C-SPRA-MB では弱～中程度の感作性物
質で難水溶性物質の UE と ACA でも 30%以上の反応率が見られており、
C-SPRA-MB が DPRA と ADRA によって誤って判定された水溶性の低い化合物
も評価できることを示している。非感作性物質 (DP) は、DPRA および ADRA
の結果と同様に 10%未満の反応率であった。C-SPRA-MB ではペプチド反応率
20%を閾値 (DP の反応率 8.9%の 2 倍) とすることで、感作性物質と非感作性物
質を区別することが可能であった。表 5-2には 20%以上の反応率の場合は P、20%












表 5-2 Ac-Lys-beads に対する化学物質の反応性。 






 C-SPRA C-SPRA-MB 
Potency 
category 














 93.6 P 92.5 P 




 86.5 P 84.6 P 




 25.1 P 75.0 P 
5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal (MPH) 3.77 Moderate 
Michael acceptor 
/ Schiff base 
- - 
42.9 P 46.2 
P 




 18.7 P 67.5 P 
α-Amyl cinnamic aldehyde (ACA) 4.33 Weak 
Michael acceptor 






11.1 P 40.0 
P 




 2.89 N 9.7 N 
a
 データは Natsch et al., (2013)19から引用。b データは Otsubo et al., (2017)20から引用。c データは Fujita et al., (2014)4から引用。d 8%以上の反応率
の場合は P、8%未満の反応率の場合は N と記載した。e 20%以上の反応率の場合は P、20%未満の反応率の場合は N と記載した。 






 第五章では KE1 を模倣した DPRAの課題を克服するために樹脂固定化ペプチ
ドを利用した in vitro 試験法である C-SPRA を開発した。C-SPRA で多種多様な
性質の皮膚感作性物質を評価した結果、DPRA では評価が困難であった難水溶性
の弱～中程度の感作性物質も正確に評価することが可能であることを明らかに
した。このことから C-SPRA は DPRA の欠点に対処できる次世代の in vitro 皮膚
感作試験として有望であることを実証できた。さらに、固定化ペプチドを用い
ることで、洗浄により未反応物質の除去や反応停止が可能となるため、反応性






性ビーズにした C-SPRA-MB も開発した。DMSO を用いた磁性ビーズへのアミ
ノ酸カップリングを最適化することで、磁性ビーズへのペプチドの合成法を確
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Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA)
1,2や第五章で開発したChromophore-Solid 
phase Peptide Reaction Assay (C-SPRA) はペプチドと試験物質を反応させた後、
HPLC や分光光度測定により未反応のペプチド量を定量することで感作性の有















































p-Benzoquinone (BQ)、Fluorescein-5-isothiocyanate (FITC)、Benzylidene acetone 
(BA)、 5-Methyl-2-phenyl-2-hexanal (MPH)、 Undec-10-enal (UE)、α-Hexyl cinnamic 
aldehyde (HCA)、α-Amyl cinnamic aldehyde (ACA)、Benzyl cinnamate (BC)、Dibutyl 
phthalate (DP) および Isopropanol (IPA) は富士フイルム和光純薬株式会社から
購入し、特級試薬を使用した。FITC は AdipoGen 社から購入したものを使用し
た。MPH と ACA は東京化成工業株式会社から購入したものを使用した。DP は
シグマアルドリッチ社から購入したものを使用した。試験物質は全て特級のも
の を 使 用 し 、 ペ プ チ ド 合 成 用 の N,N-Dimethyl formamide (DMF) と
N-Methylmorpholine に溶解したものを精製することなく使用した。固定化樹脂は
株式会社ハイペップ研究所から購入した TentaGel S NH2 resin を使用した。ペプ
チド合成には株式会社ハイペップ研究所から購入した N-α-Fmoc-alanine 
(Fmoc-Ala-OH)、  N-β-Fmoc-alanine (Fmoc-βAla-OH)、N-α-Fmoc-N-ε-Boc-lysine 
(Fmoc-Lys(Boc)-OH) 、 N-α-Fmoc-S-trityl-cysteine (Fmoc-Cys(Trt)-OH) 、
N-α-Fmoc-phenylalanine (Fmoc-Phe-OH) 、
N-α-Fmoc-NG-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-arginine 
(Fmoc-Arg(Pbf)-OH)、N-α-Fmoc-aspartic acid β-t-butyl ester (Fmoc-Asp(OtBu)-OH) 
および Fmoc-3-amino-3-(2’-nitrophenyl) propionic acid (Fmoc-npp-OH) が使用され
た 。 縮 合 剤 に は 渡 辺 化 学 工 業 株 式 会 社 か ら 購 入 し た 
1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxide 
hexafluorophosphate (HATU)、[2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 
hexafluorophosphate (HBTU)と 1-hydroxy benzotriazole monohydrate (HOBt) を使









HPLC は Waters 社製の Alliance HPLC、e2695 カラムヒーターおよび 2489 紫外




光切断リンカーを有する Cys および Lys 含有ペプチド固定化樹脂 
(Cys-peptide-npp resin と Lys-peptide-npp resin) は、TentaGel S NH2 resin に Fmoc
法を用いて固相合成を行った 13。Fmoc-npp-OH と Fmoc-Asp(OtBu)-OH は resin
に導入可能なペプチドの量に対して 4 当量の Fmoc-amino acid(AA)-OH と HATU
を加え、カップリングを行った。Fmoc-Ala-OH、Fmoc-βAla-OH、Fmoc-Lys(Boc)-OH、
Fmoc-Cys(Trt)-OH、Fmoc-Phe-OH および Fmoc-Arg(Pbf)-OH は resin に導入可能な
ペプチドの量に対して 10 当量の Fmoc-AA-OH と HBTU と HOBt を加え、カッ
プリングを行った。まず初めに、Fmoc-npp-OH を resin に結合させ、その後 DPRA
に使用されているペプチド配列に従って、アミノ酸を順番にカップリングさせ、
2 種類の樹脂固定化ペプチドを合成した  (Ac-RFAAKCAD-βA-npp resin と
Ac-RFAACAD-βA-npp resin) 。ペプチドの側鎖保護基は、ペプチド樹脂を脱保護
溶液 [TFA/H2O/TIPS (50:1:1, v/v) ] 中で 2 時間インキュベートすることによって
除 去 し た 。 ペ プ チ ド 樹 脂 は 洗 浄 溶 液  [TFA/H2O (50:50, v/v) ] と






6.2.4. M-SPRA の試験手順 
Cys-peptide-npp resin 
 Cys-peptide-npp resin を 2 本のチューブにそれぞれ 1 mg 秤量し、各チューブに
0.1 mM の DTT 溶液 (DMF 溶媒) を 0.3 mL 加え、24 時間静置させることでペプ
チド樹脂を膨潤させた。1 本のチューブに 100 mM の試験物質溶液 (DMF 溶媒) 
を加え、室温で 24 時間インキュベートした (test チューブ) 。もう一方のチュー
ブには DMF を加え、室温で 24 時間インキュベートした (control チューブ)。イ
ンキュベート後、ペプチド樹脂は DMF と切断溶液 [H2O/acetonitrile (ACN) /TFA 
(95:5:0.01, v/v) ] で 5 回洗浄した。Cys-peptide-npp resin に 300 μL の切断溶液を加
え、UV ライトで 20 分間照射することで、樹脂からペプチドを切断し、その後、
樹脂に吸着したペプチドを 300 μLの洗浄溶液で洗浄した。切断溶液と洗浄溶液
の両方を、MALDI-TOF MS または HPLC を用いて分析した。 
 
Lys-peptide-npp resin 
 Lys-peptide-npp resin を 2 本のチューブにそれぞれ 1 mg 秤量し、各チューブに
DMF を 0.3 mL 加え、24 時間静置させることでペプチド樹脂を膨潤させた。1 本
のチューブに100 mMの試験物質溶液 (1%N-methylmorphiline含有DMF溶媒) を
加え、室温で 24 時間インキュベートした (test チューブ)。もう一方のチューブ
には DMF を加え、室温で 24 時間インキュベートした (control チューブ)。イン
キュベート後、ペプチド樹脂は DMF と切断溶液で 5 回洗浄した。Lys-peptide-npp 
resin に 300 μLの切断溶液を加え、UV ライトで 20 分間照射することで、樹脂か
らペプチドを切断し、その後、樹脂に吸着したペプチドを 300 μL の洗浄溶液で








カラム (φ10.0 × 250 mm) を用いて、HPLC 分析を行った。移動相には良溶媒
[ACN/H2O/TFA (95:10:0.08, v/v) ] と貧溶媒 [ACN/H2O/TFA (5:95:0.1, v/v) ] を用
い、良溶媒を 30 分間で 0%から 100%へと組成を直線的に変化させた。流速は 3.0 
mL/min で送液した。 
また、逆相クロマトグラフィー用カラムであるジーエルサイエンス社製の
Inertsil ODS-3 カラム (φ4.5 × 150 mm) を用いて、HPLC 分析を行った。移動相に
は 0.1%TFA 含有 ACN を用い、0.1%TFA 含有 ACN を 30 分間で 0%から 100%へ
と組成を直線的に変化させた。流速は 1.0 mL/min で送液した。検出器を 220 nm
と 254 nm に設定してモニターした。 
 
MALDI-TOF MS 分析 
樹脂から切断されたペプチド溶液は、3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid を
マトリックスとして MALDI-TOF MS を用いて分析した。TOF データは、







2 種類の光切断リンカーを有する樹脂固定化ペプチド (Cys-pepide-npp resin お
よび Lys-peptide-npp resin) を設計し、合成した (図 6-2)。DPRA に使用されたペ
プチドは、光切断官能基の npp リンカーを介して合成され、ペプチドの C 末端
カルボキシル基と両親媒性の TentaGel S NH2 resin の N 末端を結合させて、ペプ
チドと樹脂を固定化した。光切断官能基である npp リンカーは 365 nm の光照射
により、穏やかな条件下で切断することが可能であり、固相ペプチド合成に広
く使用されている  (図 6-3)7,8,10。光切断とペプチド純度を確認するため、























図 6-4 Cys-peptide-npp resin と Lys-peptide-npp resin から切断されたペプチドの
HPLC クロマトグラム 
 
6.3.2. M-SPRA における反応条件の最適化 
代表的な強度感作性物質であるFITCを用いてLys-peptide-npp resinとの反応性




mM の FITC とを反応させた後、UV 照射で樹脂からペプチドを切断し、HPLC
を用いて Lys-peptide 付加物を確認した。HPLC クロマトグラムは 19 分に
Lys-peptide 付加物に対応するピークを示した (図 6-5a)。図 6-5b には 50 μM の
FITC 単体のクロマログラムを示し、24 分に FITC に対応するピークが観測され
た。この結果から、peptide-npp resin の洗浄後の FITC の濃度は 50 μM 未満であ
り、反応仕込み量の 1/2000 の濃度以下であった。このことから未反応の化学物
質が洗浄によって peptide-npp resin から容易に除去できること、およびペプチド
付加物のみが樹脂から放出されることが明らかになった。 
Lys-peptide-npp resin と 100 mM の FITC を反応させ、光照射によって樹脂から
ペプチドを切断した後、切断溶液の質量分析を行った。m/z = 1279 に FITC 修飾
Lys-peptide 由来の[M+H]+が検出された (図 6-6)。さらに、切断された FITC 修飾
ペプチド溶液を希釈し、MS の検出限界を確認した (図 6-7)。結果は、50 μM で
も目的の付加物ピークを観察することが可能であった。次に、微量の感作性物
質を評価することが可能かを確認するために、Lys-peptide-npp resin に 25 μM の
FITC を 50 mL 加えて、反応させたところ FITC 修飾 Lys-peptide が観察された。
これは、低濃度の増感剤でも M-SPRA を補充できることを示している (図 6-8)。
このアプローチを利用して、Cys-peptide-npp rsin および Lys-peptide-npp resin と感
作性物質との反応性に関するデータを取得した。 
 
図6-5 (a) FITC修飾Lys-peptide由来のHPLCクロマトグラム。 (b) 50 μMのFITC










図 6-7  Lys-peptide-npp resin と 100m M FITC と反応後の希釈溶液での MS スペ






図 6-8  Lys-peptide-npp resinと 50 mM、25 mM FITCと反応後のマススペクトル。 
 
6.3.3. 感作性物質修飾ペプチドの質量分析 
感作性物質と反応した Cys-peptide および Lys-peptide を MALDI-TOF MS を用
いて分析し、ペプチド付加物の形成を確認した (表 6-1)。ペプチド付加物の形成
は、各ペプチド由来のシグナル (m/z = 865 に Cys-peptide 由来の[M + H]+および
m/z = 890 に Lys-peptide 由来の[M + H]+) から決定した。Cys-peptide では、peptide
の酸化以外のシグナル (m/z = 1727 にペプチドダイマー由来の[M + H]+) を付加
物と見なした。試験した全ての感作性物質で Cys-peptide または Lys-peptide との
付加物の形成が観測された。試験した非感作性物質 (DP と IPA) ではペプチド
付加物は観察されなかった。UE、HCA、ACA および BC は DPRA では陰性と評
価されているが、M-SPRA ではペプチド付加物が観測されたため、M-SPRA が





る。BA は、Human maximization test や Human repeated insult patch test などのヒト
のデータによって感作性として報告されている。ACA と HCA は、LLNA では弱
感作性に分類されているが、ヒトのデータでは確実に感作性を有しているとは
見なされていない。さらに、IPA はヒトのデータでは非感作性として報告されて




表 6-1 ペプチド付加物の MS シグナルの有無 





 Cys-peptide Lys-peptide 
p-Benzoquinone Extreme P + + 
Fluorescein-5-isothiocyanate (FITC) Strong P + + 
Benzylidene acetone (BA) Moderate P + + 
5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal (MPH) Moderate - - - 
Undec-10-enal (UE) Moderate N - + 
α-Hexyl cinnamic aldehyde (HCA) Weak N - + 
α-Amyl cinnamic aldehyde (ACA) Weak N + + 
Benzyl benzoate (BB) Weak N - + 
Benzyl cinnamate (BC) Weak N + - 
Dibutyl phthalate (DP) Non-sensitizer N - - 
Isopropanol (IP) Non-sensitizer N - - 
a
 Data from Ref. 5. 
b
 Changes in mass signal after reaction of peptides with chemicals were used 











Cys-peptide へのマイケル付加または Lys-peptide へのシッフ塩基の形成を示すシ
グナルが観察された。さらに、一つのペプチドに対して複数の付加物の生成な
ど、複雑な反応性を示す感作性物質も認められた。BQ はペプチド内の Lys 側鎖









標になると考えられる。DPRA や ADRA での HPLC を用いた分析は、誰にでも












表 6-2 ペプチド付加物に関する結果のまとめ 
Test chemicals MS signal (m/z) Adduct interpretation 
 Cys-peptide Lys-peptide  








 Cys1:Michael adduct, Cys2: 
bimolecular addition by Michael 
adduct and oxidation to sulfone, Lys1: 
bimolecular addition by Michael 
adduct 
FITC Cys1: 1254 [M+H]
+
 Lys1: 1279 [M+H]
+
 Cys1: Acylation , Lys1: Acylation 
BA Cys1: 1011 [M+H]
+
 Lys1：1164 [M+H]+ Cys1: Michael adduct, Lys1: 
bimolecular addition by Michael 
adduct and Schiff base formation 




 Cys1:Michael adduct, Lys1: unknown 
UE No signal Lys1：1042 [M+H]+ Lys1: Schiff base formation 
HCA Cys1: 1081 [M+H]
+




 Lys1: 1074 [M+H]
+
 Cys1: Michael adduct, Lys1: Schiff 
base formation 






No signal Cys1: unknown, Cys2:unknown,  
DP No signal No signal Not adduct 
IP No signal No signal Not adduct 
 
6.3.5. 混合物とペプチド-npp 樹脂との反応 

















図 6-10 (a) FITC-IPA と Lys-peptide-npp resin との反応後のペプチド付加物の
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vitro 試験法へと移行しつつある。既存の in vitro 試験法は再現性良く感作の有無
を判断することができる一方で、難水溶性物質を評価困難とする試験適用範囲





は in vitro 試験法を活用したより精度の高い感作性評価を行うことを目的とし、
既存の in vitro 皮膚感作性試験法の課題を克服した試験法を開発し、さらに並行
して分子レベルで簡便かつ詳細に感作性のメカニズムを測定する手法を構築し
た。 
第二章では、まず現在主流とされている Local Lymph Node Assay (LLNA) の課
題を克服しつつ、KE4 と生体反応を評価指標としている LLNA that includes the 
elicitation phase (LLNA:DAE) を用いて、10 種類の天然化合物の感作性を評価し、
天然化合物に関する感作性の新たな知見を得た。次に第三章では、KE3 に注目
して細胞を用いた in vitro 皮膚感作試験法にコラーゲンビトリゲル膜を組み合わ









ペプチドを固相担体に担持させた 3 種類の試験法 (Chromophore-Solid phase 
Peptide Reaction Assay: C-SPRA、C-SPRA methods using magnetic microbeads: 













































































































従来の in vitro 試験法は AOP に基づいて、KE1 がペプチドやアミノ酸誘導体
を用い、KE2 と KE3 では細胞を用いて感作性を評価してきた。現状の表皮角化
細胞の活性化 (KE2) は細胞を用いて評価していたが、外的因子により構造変化
を誘起する人工タンパク質モデルを用いることで、KE2 においてもペプチドを
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